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海南 西海 岸 真 红 树 内 生 细 菌 多 样 性 及 其 延缓 衰老 活性 研究 


FR, RER AA Hi, XE, WEA awp 
(广西 中 医药 大 学 海洋 药物 研究 院 /药学 院 /广西 中 药 药 效 研究 重点 实验 室 ， 南 宁 530200) 

摘要 : 设计 9 种 分 离 培养 基 ， 采 用 稀释 涂 布 法 从 14 份 真 红 树 植物 的 46 份 组 织 样品 中 分 离 纯化 内 生 细 菌 。 
起 于 菌株 形态 学 特征 和 16S rRNA 基因 序列 确定 分 离 菌株 的 种 属 ， 并 分 析 其 物种 多 样 性 ， 采 用 秀丽 隐 杆 线 
虫 模 型 筛选 菌株 延缓 衰老 活性 。 结 果 表 明 : 通过 基因 序列 去 重复 后 从 46 份 真 红 树 植物 组 织 样品 中 获得 32 
株 海洋 细菌 ， 基 于 菌株 16S rRNA AFIS Dr, Pss 12 科 17 属 ， 其 中 芽孢 杆菌 属 Bacillus) IÈ 
势 菌 属 ， 并 获得 1 株 疑 似 橙 单 胞 菌 属 CAurantimonas) 新 种 ，16S rRNA 基因 序列 相似 性 低 于 97% 。 经 过 秀 
丽 隐 杆 线虫 粗 筛 发 现 3 株 海洋 细菌 具有 显著 延缓 线虫 衰老 的 活性 〈P<0.05)。 研 究 结果 表 明海 南西 海岸 真 红 
树 内 生 细 菌 具 有 物种 多 样 性 ， 部 分 菌株 具有 延缓 线虫 衰老 活性 。 
关键 词 ， 真 红 树 植物 ， 内 生 细 菌 ， 多 样 性 ， 延 组 衰老 活性 
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Study on diversity and anti-aging activity of endophytic 
bacteria from true mangrove plants collected from the west 


coast of Hainan 


LI Mi, GAO Chenghai, JIANG Shu, WEI Juan, LIU Siping, DAI Enzhi, YI Xiangxi : 

(Institutes of Marine Drugs/Guangxi Key Laboratory of Efficacy Study on Chinese Materia 
Medica/Faculty of Pharmacy, Guangxi University of Chinese Medicine, Nanning 530200, China) 
Abstract: The bacteria were isolated and purified from forty-six tissues fourteen true mangrove plants used nine 
kinds of isolation medium by dilution coating method. The strains diversity and genera were analyzed by bacteria 
morphological characteristics and 16S rRNA gene sequences. The Anti-aging activities of the bacteria were tested 
by Caenorhabditis elegans screening models. The results showed that 32 marine bacteria were obtained by the 46 
true mangrove plants tissue. The 32 bacteria to comparison of 16S rRNA gene sequences which could be classified 
into 7 families and 11 genera. The dominant genus were Bacillus. The 16S rRNA gene sequence similarities 
between 1 strains and the related species were all less than 9796 have been already proved to be novel species of 
the genera Aurantimonas. The three cultured marine bacteria could delay Caenorhabditis elegans developing and 
have dominant anti-aging activity (P«0.05) . The true mangrove plants collected from the west coast of Hainan 
have high species diversity and a part of rich in anti-aging activity. 
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全 世界 红 树 林 植 物 共有 24 BE 30 属 83 种 主要 分 布 在 美洲 、 非 洲 和 东南 亚 的 热带 和 亚 热 
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带 经 济 不 发 达 地 区 (Holguin et al., 2001)。 中 国 红 树 林 主 要 分 布 于 福建 ， 海 南 ， 广 东 和 广西 等 
沿海 地 区 ， 其 中 真 红 树 植物 有 11 科 24 fb SRELE, 20140. MASS (19970 认为 真 红 树 
植物 是 指 专 一 地 生长 于 潮 间 带 的 木 本 植物 。 红 树林 生长 于 缺 氧 、 高 养分 和 高 盐 等 特殊 环境 ， 
可 产生 大 量 结构 丰富 和 活性 显著 的 次 级 代谢 产物 〈 沈 明 曦 等 ，2011; 衣 献 温 等 ，2009)。 而 
生活 在 其 组 织 内 部 的 微生物 , 受 特殊 环境 的 影响 易 产生 遗传 变异 从 而 使 物种 多 样 性 丰富 , 代 
谢 产 物 药理 活性 独特 。 近 年 ， 从 红 树 林 植 物 中 发 现 大 量 储藏 在 植物 内 部 的 微生物 ， 主 要 活性 
有 抗菌 〈 李 家 怡 等 ，2017)、 抗 病毒 和 细胞 毒 〈 李 菲 等 ，2016) 等 。 李 家 怡 等 〈2017) 从 广 
西山 口红 树林 自然 保护 区 采集 的 红海 槛 中 分 离 得 到 17 株 内 生 细 菌 ， 其 中 3 株 对 副 溶 血 弧 菌 
有 具有 较 强 的 抑 菌 活性 。 刘 月 廉 等 〈2010) 从 秋 新 、 白 骨 壤 、 无 汶 海 桑 三 种 真 红 树 植物 的 540 
块 组 织 中 分 离 到 内 生 细 菌 90 FR. 其 中 菌株 AC2 对 致 皮肤 病 真菌 具有 较 强 的 拷 抗 性 。 李 菲 等 
(2016) 采用 稀释 涂 布 法 ， 从 无 淮海 桑 中 分 离 得 到 38 株 内 生 细 菌 ， 其 中 5 株 具有 较 强 的 
胞 毒 活性 。 从 广西 北海 金海 湾 红 树 植 物 秋 茄 中 得 到 50 株 内 生 细 菌 , 2890326 h 37 株 细菌 对 甘 
芒 黑 穗 霉菌 有 抑制 作用 〈 李 菲 等 ，2017)。 由 此 可 见 ， 真 红 树 细菌 资源 丰富 ， 且 药理 活性 独 
特 ， 其 多 样 性 值得 我 们 深入 研究 。 
当代 社会 ， 人 类 生活 水 平 与 上 个 世纪 相 比 较 显 著 提 高 ， 但 人 口 老 龄 化 趋势 日 趋 显著 〈 曾 
亢 等 ，2012)。 人 口 老龄 化 的 加 剧 使 得 抗 衰老 不 容 忽视 同 时 也 是 急需 解决 的 问题 。 红 树林 
E 态 资源 丰富 ,其 中 滋养 着 多 样 性 丰富 的 微生物 ， 从 红 树 林 微 生物 中 发 现 延 组 衰老 药物 是 我 
们 研究 的 关键 问题 。 红 树林 位 于 海陆 交界 处 , 兼 具有 海洋 和 陆地 的 特征 又 存在 区 别 。 据 资料 
显示 , 真 红 树 内 生 微生物 次 级 代谢 产物 的 化 学 和 药理 活性 研究 报道 很 多 , 但 关于 微生物 代谢 
产物 粗 提 物 延 组 衰老 的 药理 研究 相对 偏 少 。 国 内 外 利用 秀丽 隐 杆 线虫 模型 主要 研究 中 药 提 取 
物 和 保健 产品 的 抗 衰老 ， 海 洋 微生物 发 酵 产物 对 线虫 延缓 衰老 的 研究 鲜 有 报道 。 陈 亮 稳 等 
(2013) 发 现 蜜 环 菌 菌 索 多 糖 能 显著 延长 秀丽 隐 杆 线虫 的 生存 期 ， 并 对 其 生殖 力 无 损害 。 
Petrascheck et al. (2007) 利用 秀丽 隐 杆 线虫 往 选 抗 衰老 药物 ， 共 筛选 了 8.8 万 个 化 合 物 ， 发 
M 115 个 化 合 物 能 延长 线虫 的 寿命 。 本 课题 组 (李密 等 ，2018) 利用 秀丽 隐 杆 线虫 模型 发 现 
2 株 具 有 延缓 衰老 的 海洋 放 线 菌 ， 能 有 效 延 迟 线虫 的 死亡 时 间 。 

海南 西海 岸 位 于 北部 湾 湾 区 ， 其 红 树 林 物 种 多 样 性 丰富 ， 并 且 滋 生 丰 富 的 微生物 资源 。 
因此 发 掘 其 中 真 红 树 内 生 细 菌 多 样 性 差异 对 海洋 细菌 资源 的 开发 利用 具有 重要 意义 。 本 实验 
以 海洋 真 红 树 植物 为 研究 对 象 , 采用 稀释 涂 布 法 对 其 展开 内 生 细 菌 多 样 性 研究 ; 利用 秀丽 隐 
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e 杆 线虫 衰老 模型 对 其 代谢 产物 粗 提 物 进行 延缓 衰老 活性 筛选 ; 为 挖 气 更 多 潜在 新 物种 以 及 真 
o 红 树 细菌 潜 在 的 药理 活性 ， 为 研究 新 型 抗 衰 老 药 物 提供 参考 依据 。 

1 材料 与 方法 

1.1 实验 材料 


真 红 树 植物 样品 : 14 份 真 红 树 植物 样品 于 2017 年 7 月 分 别 采 集 于 海南 西海 岸 区 域 ， 具 
体 样品 信息 如 表 1， 根 部 位 S 份 样品 ， 革 14 份 ， 叶 子 13 份 ， 花 2 份 和 果 12 份 ， 共 46 份 真 
红 树 植物 组 织 。 其 中 ，H1-H7 真 红 树 植物 其 经 纬度 为 1095937"E . 19*55'07"N, H8-H14 
经 纬度 为 10931'50"E 、19°51'26”"N。 样 品 用 无 菌 水 冲洗 其 表面 以 去 除 表面 杂质 ， 立 即 装 入 
自封 采样 稚 ， 置 于 采样 冰 盒 中 24 h 内 送 回 实验 室 ， 置 -20 *C 冰 箱 保存 备用 。 野 生 型 秀丽 隐 桂 
线虫 (Caenorhabditis elegans). OP50 Je s pao X WE (Escherichia coli) 均 由 广西 
科学 院 汪 斌 博士 提供 。 


表 1 样品 采集 信息 


Table 1 Information of collected samples 


样品 编号 采集 植物 植物 部 位 
Number of samples Plant names Plant tissue 
桐 花 树 Ax, 叶 , P 


Aegiceras corniculatum 


H2 红海 榄 


Rhizophora stylosa 
H3 槛 李 


Lumnitzera racemosa 


H4 THE 


Avicennia marina 


H5 桐 花 树 


Aegiceras corniculatum 


H6 TIR 


Avicennia marina 


H7 红海 榄 


Rhizophora stylosa 


H8 TIR 


Avicennia marina 


H9 木 果 栋 


Xylocarpus granatum 
H10 瓶 花木 
Scyphiphora hydrophyllacea 
H11 桐 花 树 


Aegiceras corniculatum 


H12 红 树 
Rhizophora apiculata 
H13 KEA 


Bruguiera gymnorrhiza 


H14 [73 


Acrostichum aureum 


Stem, leaf and fruit 
dE, zm, "p, R, R 
Blossom, stem, leaf, fruit and root 
zE, wp, R 


Stem, leaf and fruit 


花 ， zx, n, ES 


Blossom, stem, leaf and fruit 


zx, up, R, d 
Stem, leaf, fruit and root 
EF 时 ， 果 


Stem, leaf and fruit 


Z, "p, R, RR 


Stem, leaf, fruit and root 


Z, Hp 
Stem and leaf 


zx, "p, R, RR 


Stem, leaf, fruit and root 


E 


FH 
EE S 


Stem and fruit 
zE , 叶 , E 


Stem, leaf and fruit 


Stem, leaf, fruit and root 
zE, wp, R 
Stem, leaf and fruit 
zE, Hp 


Stem and leaf 


1.2 方 法 
1.2.1 分 离 培养 基 ( 表 2) 

分 离 培 养 基 参 考 李 飞 娜 (2017) 等 设计 如 下 9 种 ，AGG: 改良 的 高 氏 培养 基 、M4: 海 
藻 糖 -天 冬 酰胺 培养 基 ; MS: 海藻 糖 - 且 氨 酸 培 养 基 ，M7: 改良 ISP5 培养 基 ; MO: MAR- 
天 冬 酰胺 培养 基 ; MIO: 改良 淀粉 -水 解 酷 素 培养 基 ; P7: 栈 氨 酸 -天 冬 酰胺 培养 其 ; P3: 
麦 培 养 基 ; M11: 棉籽 糖 -组 氨 酸 培养 基 。 详 细 配 方 信息 如 表 2 所 示 ， 每 种 培养 基 加 入 1 L 
海水 、10 mL 的 复合 盐 溶 液 和 20 g 的 琼脂 ， 调 节 pH7.2， 均 于 121 C FKE 20 min (复合 
盐 溶 液 : KNO,1.0g. NaCl0.5 g, MgSO,*7H;O 0.5 g, K;HPO, 0.5 g, NHsNO30.1 g, FeSO, 
0.01 g, MnCL*H;O 0.001 g, ZnSO;*7H;O 0.001 g 和 去 离子 水 10 mL)。 待 培养 基 温 度 降 至 
50 ‘C 时 加 入 抑制 剂 重 铬 酸 钾 使 其 终 浓度 为 25 mg*L'',. 38]. 

纯化 及 保藏 培养 基 : 改良 ISP2 固体 培养 基 ， 酵母 提取 物 2.0 g, 麦芽 提取 物 2.0 g， 和 葡萄 
糖 2.0 g， 琼 脂 20.0 g 和 海水 1 000 mL. 

发 酵 培养 基 : ISP2 液体 培养 基 。 
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d 2 分 离 培养 基 信 息 
Table 2 Information of isolation medium 
培养 基 培养 基 配 方 
Medium Media components (L*g') 


AGG VE). "WS. H3 Starch soluble 10 g, glucose anhydrous 1 g, glycerol 5 mL 


M4 EL- 天 冬 酰 胺 ， 海 藻 糖 L-Asparagine 1 g, trehalose 5 g 
c M5 IRE. ZAR Trehalose 5 g, proline 1 g 
D? M7 酵母 粉 ，L- 天 冬 酰胺 ， 甘 油 Yeast extract 5 g, L-Asparagine 1 g, glycerol 10 mL 
M9 精 氮 酸 ，L- 天 冬 酰胺 ， 甘 油 Arginine 1 g, L-Asparagine 1 g, glycero 16 mL 
MIO 葡萄 糖 ， 酸 水 解 酷 素 Glucose anhydrous 10 g, gasein hydrolysate 0.5 g 
P7 L-R, L-R4 iik, Hi L-Tyrosine 0.5 g, L-Asparagine 1 g, glycerol 15 mL 
À P3 燕麦 粉 琼脂 Oatemeal agar 20 g 
: M11 棉籽 糖 ，L- 组 氨 酸 Raffinose pentahydrate 5 g, L-Histidine 1 g 


1.2.2 红 树 植物 样品 的 处 理 

参考 李 家 怡 等 〈2017) 方法 ， 对 红 树 植物 样品 进行 表面 除 条 和 消毒 ，5$% 次 氧 酸 钠 溶液 
浸泡 8 min， 无 菌 水 神 洗 至 没有 残留 ; 75% 的 酒精 溶液 浸泡 5 min， 无 菌 水 冲洗 至 无 酒精 。 取 
KA 2 g 的 新 鲜 样品 进行 研磨 ， 吸 取 2 mL 无 菌 水 与 样品 混 匀 ， 该 浓度 液 作为 样品 原液 ， 再 
无 菌 水 依次 稀释 到 103 和 10 组 织 悬 液 ， 置 于 4 'C 冰 箱 暂 存 。 
1.2.3 菌株 的 分 离 纯 化 及 保藏 

取 10? fil 10^ 组织 悬 液 0.2 mL， 分 别 涂 布 于 9 种 不 同 成 分 的 分 离 培养 基 中 ， 置 于 28 'C 
恒温 培养 箱 培养 14~30 d; 通过 形态 观察 ,挑选 表面 光滑 的 单 菌落 在 ISP2 培养 基 上 进行 三 区 
划 线 纯化 ,如 有 杂 菌 则 进行 二 次 纯化 或 多 次 纯化 ， 直 至 得 到 单一 纯净 的 菌落 ， 同 时 记录 菌落 
数 及 菌落 的 形态 特征 。 纯 化 好 的 菌株 制 成 20%(V/V) 甘 油管 保藏 于 -80 Co 
1.2.4 PCR 扩 增 和 系统 发 育 树 分 析 

采用 Chelex-100 Resin 法 ( 周 双 清 等 , 2010) 提 取 基 因 组 DNA; 并 参照 Walsh et al. (1991) 
的 方法 进行 PCR 梯度 扩 增 。PCR 产物 用 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 ，Bio-RAD 凝 胶 成 像 仪 成 
像 观 察 电泳 结果 。 凝 胶 成 像 仪 检验 条 带 合格 后 委托 上 海 美 吉 生 物 医 药 技 术 有 限 公 司 广州 分 公 


司 进行 测序 。 
测序 结果 经 DNA Star 软件 整理 ， 利 用 数据 库 EzBioCloud (https://www.ezbiocloud.net/) 
(KIM et al., 2009) 进行 在 线 比 对 ; 对 16S rRNA 基因 序列 进行 相似 性 比 对 搜索 ， 从 中 选取 
相似 性 较 高 且 是 有 效 描述 的 典型 菌株 的 16S rRNA. 基因 序列 作为 参 比 对 象 。 
1.3 延缓 衰老 活性 实验 
1.5.4. 红 树 林 细菌 粗 提 物 的 制备 
参考 覃 媚 等 〈2016) 的 方法 ， 将 32 株 对 数 生长 期 的 菌株 接种 于 200 mL 液体 培养 基 中 
发 酵 7d， 离 心 收 集 发 酵 液 ， 发 酵 液 用 乙酸 乙 酯 鞋 取 ， 取 乙酸 乙 酯 层 浓缩 备用 ; 收集 粗 提 物 ， 
置 于 干燥 器 中 低温 保存 。 
1.3.2 NGM (nematode growth medium) 培养 基 配 制 
参考 Brenner(1974) 的 方法 3 g NaCl, 2.5 g AHR, 17 g 琼脂 , 1 mol*L'' KHPO;-KH;PO, 
Buffer (pH=6.0) 25 mL, 975 mL 蒸馏 水 ， 灭 菌 。 灭 菌 后 加 入 抽 滤 除 菌 的 5 mg*mL” 胆固醇 溶 
ii 1mL, 1 mol*L'' MgSO, I mL. 1 mol*L'! [f] CaCl, 1 mL. 
1.3.3 秀丽 隐 杆 线虫 延缓 衰老 活性 测试 方法 
真 红 树 内 生 细 菌 代谢 产物 粗 提 物 样品 分 两 批 次 进行 线虫 寿命 实验 , 第 一 批 次 总 共 采 集 得 
到 11 个 样品 的 寿命 数据 ， 样 品 详情 如 表 3 所 示 ， 第 二 批 次 总 共 采 集 得 到 8 个 样品 的 寿命 数 
据 ， 有 具体 数据 如 表 4 所 示 。 
实验 步 又: 用 M9 绥 冲 液 将 虫 体 洗 净 离心 弃 上 清 液 ,以 1: 3 的 比例 加 入 裂解 液 (1 mL 5 
mol*L' 的 NaOH 和 0.5 mL 5% 的 NaClO 混 匀 使 用 )， 震 荡 离心 后 ， 分 别 加 入 20 uL 大 肠 杆 
菌 发 酵 液 ，30 uL 线虫 pellet、150 uL M9 Buffer F 96 孔 板 的 各 个 孔 中 ， 设 置 阴性 对 照 。 
于 20 °C 生化 培养 箱 中 培养 48 h 后 可 得 LA 期 线虫 。 将 培养 好 的 LA 期 线虫 挑 至 加 有 药 液 
( 药 液 浓 度 500 hg*mL 每 次 加 50 uL) 的 NGM 培养 基 上 进行 培养 , 每 组 2 板 , 每 板 20 条 ， 
此 时 培养 天 数 记 为 0 d。 此 后 ， 隔 天 对 培养 基 的 线虫 进行 计数 ， 每 天 观察 并 记录 线虫 生存 、 
死亡 及 有 剔除 的 数量 ， 将 线虫 每 2 d 转移 至 新 的 培养 下 ， 直 至 线虫 全 部 死亡 。 得 出 平均 寿命 和 
最 大 寿命 值 。 
1.4 统计 分 析 
所 有 数据 采用 SPSS Statistics 17.0 进行 统计 分 析 ， 并 用 Excel 2013 软件 做 表 、 绘 图 ， 
过 DNA Star 软件 进行 序列 整理 。 
2 结果 与 分 析 
2.1 红 树 植物 内 生 细 菌 多 样 性 分 析 
根据 菌落 特征 进行 初步 排 重 后 ， 选 择 58 株 菌 进行 16S rRNA 基因 扩 增 和 序列 分 析 ，16S 
rRNA 基因 序列 比 对 结果 表明 32 株 为 细菌 分 布 于 4 个 纲 10 个 目 12 个 科 17 个 属 ， 其 物种 组 
成 多 样 性 分 布 如 表 3 所 示 。32 株 红 树 林 植 物 内 生 细 菌 在 17 个 属 的 多 样 性 分 布 如 图 1 所 示 ， 
H p y A WP CAurantimonas )、 短 波 单 胞 菌 属 ( Brevundimonas )、 甲 基 杆 菌 属 
CMethylobacterium). WA A uA CSphingomonas?. KEIKAJ (Achromobacter), TT 
RRITE (Citrobacter), Kushneria 菌 属 、Salinicola 菌 属 、 沙 雷 氏 菌 属 (Serratia), M58 
菌 属 (Rhizobium), SERE (Vibrio) AFAMA) CStenotrophomonas) 分 别 含 1 个 种 ， 
不 动 杆菌 属 (Acinetobacter)、 假 单 胞 菌 属 (Pseudomonas)、 和 葡萄 球菌 属 (Staphylococcus) 
分 别 含 2 Fh, ZA Pantoea) 73 3 种 ， 芽 孢 杆菌 属 (Bacillus〉 为 优势 菌 属 含 11 个 种 占 
分 离 细 菌 的 34.37%。 从 分 离 得 到 的 海洋 细菌 中 发 现 1 株 细 菌 的 全 长 16S rRNA. 基因 序列 与 
其 最 近 缘 的 典型 菌株 序列 相似 性 低 于 97%， 基 于 系统 发 育 分 析 认 为 全 长 序列 相似 性 低 于 
98.65% 的 菌株 代表 潜在 新 属 或 新 种 (Kim et al.,2014)。IMDGX 6574 与 有 效 发 表 菌 株 
Aurantimonas coralicida DSM (14790)* 的 最 高 相似 性 为 94.65%， 为 潜在 的 新 种 或 新 属 。 
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132 株 真 红 树 植物 内 生 细 菌 在 17 个 属 的 多 样 性 分 布 


Fig. 1 Diversity of thirty-two strains as endophytic bacteria from the true mangrove plants in the 


seventeen genus 
表 3 32 株 可 培养 内 生 细菌 的 物种 组 成 
Table 3 Compositions of culturable 32 endophytic bacteria 


菌株 编号 相近 种 16S rRNA 基因 序列 相似 性 
Strain code Origin 16S rRNA sequence identity(%) 

IMDGX 6464 Achromobacter denitrificans 99.87 

IMDGX 6256 Acinetobacter radioresistens 99.74 

IMDGX 6121-1 Acinetobacter soli 98.20 

IMDGX 6574 Aurantimonas coralicida 94.65 

IMDGX 6233 Bacillus altitudinis 99.10 

IMDGX 6152 Bacillus aryabhattai 99.77 

IMDGX 6218 Bacillus cereus 100 

IMDGX 6106 Bacillus flexus 99.08 

IMDGX 6102 Bacillus humi 98.05 

IMDGX 6369 Bacillus paralicheniformis 99.49 

IMDGX 6227 Bacillus qingshengii 99.34 

IMDGX 6107 Bacillus siamensis 99.87 

IMDGX 6295 Bacillus tequilensis 99.87 

IMDGX 6283 Bacillus vanillea 99.06 

IMDGX 6395 Bacillus vietnamensis 98.70 


IMDGX 6470 Brevundimonas vesicularis 99.36 
IMDGX 6341 Citrobacter europaeus 99.01 
IMDGX 6374 Kushneria avicenniae 98.70 
IMDGX 6355 Pantoea anthophila 99.31 
IMDGX 6483 Pantoea dispersa 100 

IMDGX 6407 Pantoea eucrina 99.08 
IMDGX 6476 Pseudomonas hunanensis 99.61 
IMDGX 6466 Pseudomonas psychrotolerans 98.81 
IMDGX 6461 Rhizobium pusense 99.74 
IMDGX 6377 Salinicola acroporae 98.80 
IMDGX 6462 Sphingomonas desiccabilis 99.35 
IMDGX 6291 Staphylococcus sciuri 99.87 
IMDGX 6289 Staphylococcus warneri 99.61 
IMDGX 6198 Stenotrophomonas rhizophila 98.32 
IMDGX 6472 Vibrio furnissii 99.22 
IMDGX 6085 Serratia marcescens subsp. sakuensis 99.87 
IMDGX 6604 Methylobacterium podarium 99.61 


2.2 32 株 内 生 细 菌 在 植物 样品 、 植 物 组 织 及 培养 基 中 的 分 布 

32 株 真 红 树 内 生 细 菌 在 14 份 植物 样品 、5 种 植物 组 织 及 9 种 分 离 培养 基 中 的 分 布 情况 
如 图 2、 图 3 和 图 4 所 示 。 其 中 ， 图 2 样品 H4 CI 号 采样 点 的 白骨 壤 ) 和 H9 (2 号 采样 点 
KREO 分 离 得 到 的 菌株 数量 最 多 ， 其 次 是 样品 HO 红海 槛 ， 分 离 得 到 12 株 细菌 。 从 不 同 
组 织 部 位 分 离 得 到 的 细菌 种 属 多 样 性 与 数量 结果 如 (图 3) 所 示 ， 如 从 叶子 获得 的 菌株 数量 
最 多 (22 株 )， 相 应 地 其 种 属 多 样 性 也 最 丰富 (12 个 属 )， 根 中 分 离 得 到 的 菌株 数量 最 少 (6 
株 )， 相 应 地 其 种 属 多 样 性 也 较 少 (3 个 属 )。 根 据 9 种 分 离 培 养 基 的 分 离 效 果 可 知 ， 图 4 中 
M7 培养 基 (改良 ISP5 培养 基 ) 分 离 得 到 的 菌株 数量 和 多 样 性 均 最 多 ， 其 主要 营养 成 分 为 
酵母 粉 与 工 -天 冬 酰 腕 ，MI10 培养 基 〈 改 良 淀粉 -水 解 酷 素 培养 基 ) 分 离 得 到 菌株 数量 和 多 样 
性 较 高 ，M9 培养 基 〈 精 氮 酸 -天 冬 酰 胺 培养 基 ) 分 离 得 到 菌株 数量 和 多 样 性 均 最 少 。 因 此 ， 
M7〔 改 良 ISP5 培养 基 ) 与 M10 改良 淀粉 -水 解 酷 素 培养 基 ) 培养 基 可 为 今后 分 离 纯 化 细 
菌 工作 提供 培养 基 成 分 参考 。 
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图 3 不 同 植物 组 织 分 离 得 到 的 内 生 细 落 


Fig. 3 Endophytic bacteria isolated from different plant tissues 
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Fig. 4 Endophytic bacteria isolated from different media 
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注 : ipd 体 信息 见 表 2。 
Note: Information of isolation medium in the Table 2. 


图 4 不 同 培养 基 分 离 得 到 的 内 生 细 菌 


2.3 真 红 树 植物 内 生 细菌 发 酵 产 物 延 缓 衰老 活性 分 析 


内 生 细 菌 的 延缓 衰老 活性 数据 ， 采 用 SPSS statistics21.0 软件 进行 分 析 ， 采 用 方差 分 析 
4 第 一 批 研 究 结 果 可 知 编 号 IMDGX 6198 3XE3$ 5& gil pei Jes hy 


进行 两 两 比 


Stenotrophomonas rhizophila 与 空白 对 照相 比 P<0.01， 差 异 极 显著 ， 并 


较 EK 


共有 统计 学 意义 。 


表 5 所 示 , 第 二 批 次 样品 中 编号 IMDGX 6121-1 不 动 杆 菌 属 的 Acinetobacter soli 与 对 照 组 比 


较 P<0.01,IMDGX 6355 泛 菌 


能 显著 延长 线虫 寿命 。 


研究 结果 分 析 显 示 IMDGX 6198, 
菌 能 显著 延缓 线虫 衰老 ,分别 与 相对 应 批 次 的 空 


MT 


IMDGX 6355 和 IMDGX 6121-1, 3 RAAHE 
日 比较 平均 寿命 可 分 别 达 到 19.62+1.04 d, 


属 的 Pantoea anthophila 与 对 照 组 比较 P<0.05 具有 显著 差异 ， 


19.63+6.72 d 和 22.70+0.94 d， 最 大 寿命 可 达到 21.68 d, 21.37 d 和 24.57 d。 据 Huang et al. 


(2004) 研究 可 知 寿命 长 短 是 衰老 过 程 研究 中 的 一 个 主要 依据 , £X H 


功能 的 衰减 。 


因此 ， 研 究 线虫 的 寿命 可 评价 微生物 代 


的 衰老 过 程 伴随 着 生理 
谢 产物 的 延缓 衰老 活性 。 


表 4 第 一 批 内 生 细菌 代谢 产物 对 秀丽 隐 杆 线虫 生存 寿命 的 影响 


Table 4 The first Caenorhabditis elegans survival lifetime of the extracts from endophytic 


bacteria 

菌株 编号 平均 寿命 最 大 寿命 

Strain code Average lifetime (d) Maximum lifetime (d) 

1%DMSO 18.65+0.90 20.41 
IMDGX 6464 14.60+0.62 15.81 
IMDGX 6233 15.35+0.72 16.76 
IMDGX 6106 16.10+0.77 17.62 
IMDGX 6227 17.15+0.93 18.99 
IMDGX 6295 17.30+0.78 18.82 
IMDGX 6395 15.90+0.71 17.29 


IMDGX 6374 16.10+0.70 17.47 
IMDGX 6198 19.62+1.04** 21.68 
IMDGX 6085 18.20+0.75 19.67 
IMDGX 6107 17.86+0.90 19.63 
IMDGX 6483 17.70+0.52 18.73 


ik: 数据 为 平均 值 + 标准 差 ，n=40。* 与 空白 对 照 组 比较 ， 差 异 显 著 (P<0.05 ); ** 与 空白 对 照 组 比较 ， 差 异 
极 显 著 (P<0.01)。 下 同 。 


Note: Data= xs, n=40.*refers to significant difference with the blank control group (P<0.05) ; **refers to 


extremely significant difference with the blank control group (P«0.01) . The same below. 
K 5 第 二 批 内 生 细 菌 代谢 产物 对 秀丽 隐 杆 线虫 生存 寿命 的 影响 


Table 5 The second Caenorhabditis elegans survival lifetime of the extracts from endophytic 


bacteria 
菌株 编号 平均 寿命 (D 最 大 寿命 (d) 
Strain code Average lifetime (d) Maximum lifetime (d) 
1%DMSO 16.9+0.91 19.42 
IMDGX 6152 15.00+0.80 16.60 
bm IMDGX 6355 19.63+0.87* 21.37 
IMDGX 6466 17.43+0.77 18.97 
IMDGX 6604 17.61+0.91 19.44 
IMDGX 6218 16.45+0.66 17.74 
IMDGX 6369 16.26+0.94 18.13 
IMDGX 6121-1 22.70+0.94** 24.57 
IMDGX 6407 13.33+0.91 15.14 


3 讨论 与 结论 


随 着 普通 环境 下 筑 选 新 化 合 物 的 几率 逐渐 下 降 , 人 们 开始 把 注意 力 转向 了 特殊 生境 的 微 
E 物 资源 〈 李 文 均 等 ，2003) 。 海 南西 海岸 红 树林 资源 丰富 生长 环境 独特 ， 同 时 也 为 其 内 生 
提供 了 特殊 的 生态 环境 。 为 丰富 海南 西海 岸 真 红 树 内 生 细 菌 的 多 样 性 及 生物 活性 ， 本 研究 
r= 选择 14 份 真 红 树 植物 的 46 份 组 织 样品 , 利用 9 种 不 同 营 养 成 分 的 分 离 培 养 基 分 离 纯 化 其 中 
o 的 内 生 细 菌 , 共 分 离 培养 内 生 细菌 32 株 , 隶属 于 12 科 17 属 , 其 中 13 株 芽孢 杆菌 Bacillus) 
CE 40.62%) ， 为 优势 菌 群 。 可 见 ， 芽 孢 杆菌 在 真 红 树 内 生 微 生物 中 占 统治 地 位 ， 这 与 李 
菲 等 2017) 研究 结果 相同 。 本 研究 从 真 红 树 植物 的 13 份 叶子 中 分 离 到 22 株 内 生 细 菌 数 量 
最 多 ， 其 次 从 14 份 茎 中 分 离 到 17 株 ，12 份 果实 样品 中 得 到 15 株 ，2 份 花 中 得 到 7 株 和 5 
份 根 部 位 样品 得 到 6 株 ， 叶子 中 分 离 得 到 的 细菌 种 类 最 多 ， 其 次 是 茎 和 果实 , 花 与 根部 位 最 
少 ， 此 研究 结果 与 其 它 学 者 相 比较 存在 差异 〈 魏 玉 珍 等 , 2010; 李 家 怡 等 ,2017; 陈 振明 等 ， 
2006) 。 推 测 原因 可 能 是 采样 地 点 和 季节 ， 采 集 样品 的 老 嫩 程度 和 采集 样品 部 位 的 数量 ， 样 
品 处 理 方式 和 外 部 环境 所 致 。 因此 , 海南 西海 岸 同一 种 真 红 树 内 生 细 菌 的 分 布 及 其 生物 学 特 
性 是 否 具 有 组 织 特 异性 , 还 需 进一步 深入 探索 。 
利用 秀丽 隐 杆 线虫 模型 第 选 内 生 细 菌 的 延缓 衰老 活性 。 检 测 结果 显示 ，3 株 真 红 树 内 生 
细菌 Stenotrophomonas rhizophila, Pantoea anthophila 和 Acinetobacter soli 肖 具 有 显著 延 绥 
线虫 衰老 的 活性 ， 分 别 隶 属 窒 养 单 胞 菌 属 (Stenotrophomonas) ， 泛 菌 属 (Pantoea) 和 不 动 
杆菌 属 CAcinetobacter) 。 活 性 菌株 Stenotrophomonas rhizophila 曾 被 报道 从 石油 污染 的 土壤 
上 分 离 得 到 (Kumar et al., 2015)。Acinetobacter soli 能 高 效 降解 食物 中 的 聚 山梨 酸 酯 (Nguyen.， 
2018) ， 该 属 细菌 可 分 泌 表 面 活性 剂 ， 能 有 效 降解 石油 烃 以 降低 石油 烃 的 生物 毒性 〈 刘 玉 华 
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TE, 20160 。 由 此 可 见 ， 筛 选 到 的 两 株 活性 菌株 具有 开发 成 为 药物 、 保 健 食 品 及 化 工 产品 的 
潜力 。 在 本 次 研究 中 , 菌株 Stenotrophomonas rhizophila 从 红海 榄 根 (H2) , Erg (H4), 
红 树 根 (H12) ， 木 槛 果实 H13) 中 均 分 离 得 到 ，Pantoea anthophila 于 木 果 栋 叶子 CH9) 
中 分 离 得 到 ，Acinetobacter soli TARRI H9) 以 及 瓶 花木 果实 H10) 中 分 离 得 到 。 

由 此 可 见 ， 同 一 海域 不 同 采集 地 点 和 不 用 植物 组 织 均 可 分 离 到 相同 的 菌株 。 
就 新 颖 性 而 言 ， 从 海南 西海 岸 桐 花 树 叶子 中 发 现 1 株 Aurantimonas. sp. 的 潜在 新 种 ， 其 
与 已 发 表 菌 株 Aurantimonas coralicida DSM 14790I(ATXK01000033) 的 16S rRNA 基因 序列 
相似 性 低 于 97.00%。 因 此 ， 下 一 步 将 对 潜在 新 菌 开展 多 相 分 类 鉴定 及 对 3 RRA EREE 
活性 的 菌株 进行 发 酵 条 件 的 优化 , 并 分 析 其 发 酵 代谢 产物 的 化 学 组 成 及 其 抗 衰 老 机 理 , 以 期 
为 海洋 延缓 衰老 药物 的 开发 与 利用 奠定 基础 。 
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